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論文内容要旨
 嬰児殺ならびに嬰児遺棄事件において,分娩が行われた可能性のある場所に遺留された体液痕
 から羊水を証明し,その羊水が被害者である嬰児由来のものかどうかを判定することは捜査上重
 要なことである。このような場合羊水が単独で存在することは考えにくく,ほとんどが母体血
 液,尿,膣分泌液との混合であると考えられる。これらの混合体液について,羊水の同定と羊水
 のABH式血液型分離判定を目的として,羊水中のABH式型抗原担荷蛋白に対するマウス単ク
 ローン抗体(ASP4)を作製し,担荷蛋白の臓器特異性,分子量,産生部位等について検討し,
 さらにASP4を用いて,実験的に作成した混合体液から羊水のみのABH式血液型検出を行った。
 妊娠16週の妊婦より採取したA型羊水をゲル濾過(FPLC,Superose12)し30の分画に分け,
 各分画についてELISA法によってA型活性を測定すると,分子量200KD2{上の高分子領域に
 A型活性のあるピークが認められた。同様にゲル濾過した0型羊水のこのピークに相当する分
 画をマウスに免疫し,この脾細胞をポリエチレングリコールを用いてミエローマ細胞と融合させ
 単クローン抗体(lgG1,ASP-1)を作製した。ELISA法によりASP-1の臓器特異性を検討した
 ところ,精液,唾液,膣分泌液,尿,血清には反応せず,羊水に特異的であることが確認された。
 次に5個体の羊水混合液を用いて,ELISA法によりASP4の抗体価,抗原価を測定した。抗体
 価は1,600倍,抗原価は1,024倍であった。次にASP-1をマイクロタイタープレートに固相化し,
 これに10倍希釈A型羊水,B型羊水,A型精液,及びB型精液をそれぞれ加え,単クローン抗
 A,抗B(lgM)を加えた後,アルカリフォスファターゼ標識抗マウスIgMと酵素基質を加える
 サンドイッチELISA法によりABH式血液型検査を行った。A型及びB型羊水とも正しく血液
 型が検出され,精液の血液型は検出されなかった。このことは,ASP-1が羊水中のABH式血液
 型抗原を担荷している蛋白を認識していることを示している。羊水及び精液をSDS一ポリアクリ
 ルアミドゲル電気泳動後ASP-1によりimmunoblottingを行うと,羊水では約200KDに単一の
 バンドが検出され,精液にはバンドは検出されなかった。このバンドが羊水中のABH式抗原担
 荷蛋白と考えられる。
 正常満期産胎盤組織をASP-1により免疫組織化学的染色を行うと,対応する抗原はinterme-
 diatetrophoblastに局在し,担荷蛋白はこの部位より産生されているものと考えられた。胎児
 の肝及び腎組織はASP-1で染色されず,胎児肺組織では細胞自体は染色されなかったが一部肺
 胞内に陽性部分が認められ,吸引された羊水によるものと思われた。
 種々の比率で血液,尿,膣分泌液,精液及び唾液と羊水とを混合し実験的に作成した混合体液
 検体について,ASP-1を固相化したサンドイッチELISA法でABH型検査を行い,体液検体を
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 固相化したELISA法による型検査結果と比較した。混合体液を固相化し抗A,抗B抗体と反応
 させるELISA法では羊水の型と同時に他の体液の型も検出されるが,ASP-1により羊水の型抗
 原担荷蛋白を捕捉し,抗A,抗B抗体と反応させるサンドイッチELISA法では羊水の血液型が
 強く検出された。この方法により母あるいは第三者の体液に汚染された羊水から被害胎児の血液
 型検出が可能であり,法医実務上有用なものとなると思われる。
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 審査結果の要旨
 犯罪現場に遺留された体液が犯罪の証拠となることは周知の事実である。DNA鑑定技術が実
 用化されるようになった昨今においても,遺留体液のABH式血液型は初期捜査段階での大きな
 足掛かりとなる。こうした体液は時として加害者・被害者あるいは第三者の体液と混じているこ
 とがある。この混合体液からの血液型分離判定を目的として,各種体液の血液型担荷蛋白に対す
 るポリクローナル抗体,モノクローナル抗体が作製され,実用化されている。
 本研究では嬰児殺および嬰児遺棄事件において,分娩現場に遺留された母体血等が混入した羊
 水から,羊水のみのABH式血液型を判定することを目的とし,羊水中の血液型担荷蛋白を単離
 し,これを免疫原としてモノクローナル抗体を作製している。羊水中のABH式担荷蛋白あるい
 はこれに対するモノクローナル抗体の作製についての報告は未だなされていない。
 本研究で作製されたモノクローナル抗体のクラス組成はIgG1で,精液,唾液,膣分泌液,尿,
 血清などとは反応せず,羊水とのみ反応する臓器特異性が確認されている。また,この抗体を固
 相化したサンドイッチELISA法によって羊水のABH式血液型が判定されることにより,この
 抗体の認識する蛋白がABH式血液型抗原を担荷していることが明らかにされた。SDS-
 polyacry1&mideelectrophoresisおよびこの抗体を用いたimmunoblottingにより,この担荷蛋
 白は200kD以上の分子量を持つことと,糖部分を持たないことが示されているが,羊水中でど
 のような機能を有するかについては今後の検討に委ねたい。
 次に,この担荷蛋白の産生部位の検討のために,胎児各組織と胎盤についてこの抗体による免
 疫組織化学的染色を行ったところ,胎児組織のいずれも染色されず,胎盤胎児側組織である
 intermediatetrophoblastのみが陽性となり,この細胞が担荷蛋白の産生部位と推測された。
 羊水のABH式血液型は胎児の型と一致し,母体由来のものではないことを確認している。混
 合体液の検査として,抗体を固相化したサンドイッチELISA法で,血液・尿・膣分泌液・精液・
 唾液と羊水との実験的混合液を検査したところ,いずれの混合液においても羊水のみの血液型が
 検出された。したがって,本研究で確立された羊水特異的モノクローナル抗体はすでに実用化さ
 れている精液や唾液特異的抗体と同様に,鑑識実務に適用できることが明らかになった。
 以上のように,本研究で作製された羊水特異的モノクローナル抗体は,分娩あるいは嬰児遺棄
 事件の現場特定に役立っのみならず,嬰児の血液型の検出に極めて有効であることが示された。
 したがって,法医学実務に貢献するものとして学位論文に値すると判定される。
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